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1、采用 NB、DNB、R2A、DR2A、2216E、D2216E、LB 等多种培养基从 
南海西部海域沉积物中分离得到 140 株细菌； 
2、综合菌落、菌体形态特征观测、生理生化实验和限制性酶切片段长度 
多态性（RFLP）实验分型的结果，挑取 17 株代表性菌株，扩增其 16S rDNA 并
进行测序。测序结果表明，测序成功的 14 株菌分属 Bacillus、Micrococcus、



































In this research, we improved the pure culture technique, and the denaturing 
gradient gel electropherosis technique was applied to study the bacterial diversity 
variation of the enriched samples from the sediments of western area in South China 
Sea to evaluate the improved pure culture technique. In the same time, we extracted 
the 16S rDNA of strains puried by solid media, after cloning, sequencing, the 
phylogenetic relationship of the bacteria was analysed. The main results were as 
follows: 
1. 140 bacterial strains was isolated from the sediments of western area in South 
China Sea by 7 kinds of solid media(NB、DNB、R2A、DR2A、2216E、D2216E、
LB). 
2. 16S rDNA was extracted from the enrichment samples cultured with 7 kinds 
of solid media were sequenced. The results revealed that the 14 bacterial strains was 
from Bacillus、Micrococcus、Halobacillus and Stenotrophomonas. 
3. After extraction of DNA from enrichment samples cultured in liquid media,  
the V3 region of 16S rRNA gene was amplified using the primers (GC-341F and 
517R). The PCR products, about 200 bp were separated by DGGE.. Analysis of the 
DGGE profiles showed the information of bacteria diversity of the enrichment 
samples cultured in different conditions. 
4. The results of physiology biochemistry experiment showed that most of 17 
strains could produce kinds of enzyme. So, these strains perhaps have some industrial 
values.  
































国际上对海洋细菌的研究始于 19 世纪。1838 年德国人 Ehrenberg 首次分离
并报道描述了第一株海洋细菌——折叠螺旋体(spirochaeta plicatilis)。1914 年前
苏联科学家 Issatchnko 出版了第一部海洋细菌学专著《北冰洋细菌的研究》
(Investigation on the Bacteria of the Glacial Arctic Ocean)。1939 年版的《伯杰氏细










































等[5]运用 T－RFLP 分析了东亚北太平洋区的细菌的 16SrRNA 基因，并将细菌群
落结构变化和海区化学生物等海洋参数进行了比较，结果发现，异养细菌结构稳




的 DOM 对它们起重要作用，类似于 Moore 和 Kirchman(1999)[8]、Cotterll 和








































性的认识是比较片面的。20 世纪 70～80 年代通过对微生物化学成分分析建立起
来的生物标志法[20, 21, 22]加强了对环境微生物群落结构及多样性认识，但此方法对
微生物的分类水平较低，且复杂环境样品中不同微生物种属之间脂肪酸组成的重





















































































术( Floating-filter technique) [34]有效的增强了嗜酸、铁氧化菌株的可培养性；2002























































    荧光蛋白质-核苷酸特异探针原位杂交(protide nucle acid,PNA)以荧光标记的
特异多肽为探针,通过 PNA 在原位与样品中的 DNA 结合,对样品中的微生物进行


















1.4.2 基于 PCR 技术的研究方法 




限制性酶切片段多态性 RFLP(restriction frangment length polymorphism)方法
是利用限制性内切酶特性及其电泳技术,对特定的 DNA 片段的限制性内切酶产
物进行分析,对微生物遗传多样性尤其是微生物的种下分类具有重要意义。其原
理是：利用能识别特定 DNA 序列的限制性核酸内切酶处理 16S rDNA，基于不











生态学研究方法。其原理与 RFLP 法相似，只是 PCR 中所用引物一端或两端带
有标记，因此酶切所得的末端片段被标记，电泳后通常只分析此末端片段的种类、
长度与数量。T－RFLP 法方便快捷，由于使用了荧光或放射性标记，具有较高
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